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Summary
Wecharacterizedthebiochemicalpropertiesandexaminedthe
anticoagulantactivityoftwomajormolecularfolms（72KDaand79KDa）of
solublethrombomodulin（UTM）puPifiedfromhumanurine，AlthoughbothUTMs
weresuggestedtolacktransmem1oranedomainandcytoplasmicdomainofintact
tissuethrombomodulin，theyshowedmorepotentcofactoractivityforprotein
Cactivation（specificactivity〉5,000thrombomodulinunit（TMU)/､g）than
thoseofintacttissuethronUbomodulins（about2,000ＴⅧ/mg)．InourimitrD
experiments，theUTMsexhibitedanticoagulanteffectintheconcentration
rangeofsolubleTMspresentinhumanplasmaandurine・ＩｎｒａｔＤＩＣｍｏｄｅｌｓ，
administrationofUTMsrestoredthehematologicalabnolmalitiesderivedfrom
DICinadose-dependentfaShion・TheseresultsdemonstratethatUTMsexhibit
potentanticoagulantandantithromboticactivities，andcouldplaya
physiologicallyimportantroleinmicrocirculation・Ｗｅａlsocomparedthe
antithrombotic（Benefit：doserequiredfor50％inhibitionoffibrinogen
decrease：ED50)andhemolThagic（Risk:minimumdoserequiredforsignificant
prolongationofbleedingtime）effectsofUTMandLMW-heparininthe
thromboplastin-inducedDICmodeＬＡｓａｒｅｓｕｌｔ，Benefit-Riskratiowasl:３０
ｆｏｒＵＴＭａｎｄｌ:３forLMW-heparin・TheresultindicatesthatUTMmaybea
clinicallyusefulantithrombotiｃａｇｅｎｔwithreducedriskforhemolThage
compaPedwithLMW-heparin、Furthelmore，theanticoagulanteffectsofUTMin
humanplasmawereproventobemorepotentthaninratplasma・Therefore，
UTMmayexhibitantithromboticeffectsatlowerdosesinhumansthanthose
inrats．
トロンボモジュリン(TM)は血管内皮細胞等の細胞膜上に存在し，トロンビン(TB）
と１：１の複合体を形成することによりＴＢの凝固促進作用を抑制するとともに，
－２９３－
ＴＢのプロテインＣ（PC）活性化能を著しく促進する糖タンパク質である．生じた
活性化ＰＣ（APC）は，血液凝固ＶａおよびⅧａ因子を分解，不活性化することによ
りＴＢ産生をネガティブフィードバックコントロールし，また，プラスミノーゲン
アクチベーターインヒビター（PAI）を不活性化することにより線溶活性を高める．
このように，Ｔｍは血管内皮細胞上で凝固反応が冗進するのを監視している制御因
子であり，生理的に非常に重要な役割を担っている．一方，ＴＭは血管内皮細胞の
他，血液および尿中にも可溶』性ＴＭとして存在する．血中ＴＭは，血管内皮細胞が
傷害を受けることが知られている各種疾患などでその濃度が上昇すること，また，
培養細胞に活性化白血球を添加すると内皮細胞の障害に伴いＴＭの培養液中への
遊離が認められることなどから，血管内皮細胞傷害の程度を反映する臨床検査法と
して利用されている．なお，これら血液あるいは尿中のＴＭはいくつかの分子種か
ら構成され,それらの一部はＰＣ活'性化のコファクター活性を示すことが報告され
ているが，その構造・機能は完全には明らかにされておらず，また，その生理的な
役割も不明である．今回我々は，ヒト尿から可溶I性ＴＭ（UTM）を単離精製し，その
生化学的'性質を明らかにするとともに，その抗凝固作用について検討し生理的意義
について考察した．また，ＵＴＭの抗血栓剤としての可能性を検討するために，その
播種'性血管内凝固（DIC）改善作用を既存薬剤と比較検討し，さらには，その抗凝
固作用の種差ならびに作用機序についても検討した．
１．ＵＴＭの生化学的性質
健常人男性尿からＴｍの精製を試み，強力なＴＭ活'性を有する可溶性ＴＩＩ（UTM）
を高収率（約40%）で得ることに成功した．尿中には，様々な分子種のＴＭが存在
することが既に報告されているが,我々の精製過程においては上記以外のＴＭ活'性
分子は得られず,UTMはヒト尿中の主たるＴＭ活'性分子と考えられた.精製ＵＴＭの
SDS-PAGE後のタンパク染色の結果，その分子量は７２KDa（UTM-72K）および７９KDa
（UTM-79K）を示した．これら二つの分子種を分離精製して分析したところ，UTM-
72Kおよび７９ＫのＮ末端アミノ酸配列は，いずれもｃＤＮＡより予測されるヒト
ＴＭのＮ末端アミノ酸配列に一致した．また，UTM-72Kおよび７９Ｋのアミノ酸組
成分析並びにベプチドマッピングパターンの結果に大きな違いは認められないこ
とから，UTM-72Kおよび７９Ｋは，ほぼ同様のベプチド鎖構造を有することが示唆
－２９４－
された．一方，UTM-79Kの糖含量はUTM-72Kに比し高く，これら二成分の分子量
の違いは，主として糖鎖構造の差に起因するものと考えられた．また，ＵＴＭはリン
脂質へほとんど結合しないことから，intactな組織ＴＭの細胞膜貫通ドメインを
含むＣ末端領域を欠失している可能性が強く示唆された．なお，UTM,UTM-72Kお
よび７９Ｋ（UTMS）のＰＣ活性化コファクター活性で示される比活性（約５０００
TⅢ/mg）は，組織ＴＭ（約2000TMU/mg）に比し強力であり，また，UTMSのＴＢに
対するＫｄおよびＰＣに対するＫｍはヒト胎盤ＴＭと同等だが,ＫＣat/K、（触媒効
率）はヒト胎盤ＴＭに比し高かったことから，ＵＴＭＳはＴＭとしての充分な機能を
有しているものと考えられた．
２．ＵＴＭの抗凝固作用および可溶性Ｔｍの生理的意義
ヒト尿中の主たるＴＭ活性分子と考えられるＵＴＭおよびその構成成分である
UTM-72KおよびUTM-79KのｉｎＷｔＩＤならびにｉｎｌＷｏにおける抗凝固作用を比
較検討するとともに，その生理的意義についても考察した．ｉｎＷｔＩＤにおいて，
UTMSのヒト血漿ヘの添加により強力な抗凝固作用（活`性化部分トロンポプラスチ
ン時間（APTT）の延長作用等）が認められ，また，ｉｍＷｏのラットＤＩＣモデル
において,UTMS投与により凝固パラメータの改善作用が認められた.なお,UTMSの
ＰＣ活性化コファクター活性，抗ＴＢ作用およびＴＢ産生抑制作用は，それぞれ
0.17TMU/mｌ（約30,9/ml），１TMU/mｌ（約180,9/ml）および０．３TMU/mｌ（約６０
，９/ml）以上の濃度で認められ，それらの作用発現濃度は健常人血漿中の可溶性ＴＭ
濃度の平均値に比較すると高いが,これまでに報告されているヒト可溶性ＴＭの血
漿中濃度の範囲内と考えられること，また，ヒト血漿でのトロンポプラスチン惹
起ＴＢ産生が抗ＵＴＭ抗体の添加により増強されたことなどから，ヒト血液あるい
は尿中に存在する可溶'性ＴＭが，微小循環系において，その抗凝固作用を発揮する
ことにより生理的な役割を果たしている可能'性が示唆された．また，UTM-72Kおよ
び７９Ｋの１，ﾉﾌﾞＺｍｅｘＷｖｏおよびｉｎｖｉｖｏでの抗凝固作用はほぼ同等で差は
認められず，これらＵＴＭの各分子は分子量が多少異なるものの，生体内において
は基本的にほとんど同様の体内動態や薬理活性を示すものと考えられた．
３．ＵＴＭの抗ＤＩＣ作用（低分子へパリンとの比較）
ＵＴＭの抗ＤＩＣ作用を低分子へパリンと比較検討した．ｉｎＮＷｏでの凝固時問延
－２９５－
長作用をモル濃度で比較すると,UTMは低分子へパリンに匹敵する強力な抗凝固作
用を示した．また，ＵＴＭはエンドトキシンあるいはトロンボプラスチンで惹起した
ラットＤＩＣモデルにおいて，低分子へパリンあるいはへパlノン投与において認め
られる著明なAPTＴ延長を伴うことなく，用量依存的なＤＩＣ改善作用を示した．
ヘパリンや低分子へパリン投与で認められる著明なAPTＴ延長は出血傾向等の指
標とされている．そこで，トロンボプラスチン惹起ＤＩＣモデルにおいて出血時間
の延長あるいは出血量増大が認められた最小用量（Risk）をＤＩＣモデルにおける
薬効用量（Benefit：フイブリノーゲン量低下の抑制を指標に算出したＥＤ５０値）
と比較したところ,UTM投与群ではＥＤ５０値の約３０倍まで投与量を上げた時に出
血時間の延長が認められるのに対し，低分子へパリン投与群においては，ＥＤ５０値
の約３倍で出血時間の延長が認められ,UTMではＤＩＣ改善作用と副作用である出
血傾向との乖離（Risk/Benefit）が低分子へパリンに比し１０倍程度大きかった．
したがって，ＵＴＭは，出血傾向等の副作用が少ないより安全なＤＩＣ治療薬になり
得るものと考えられた．なお，ＵＴＭはへパリン類とは異なり，抗ＴＢ作用のみなら
ずＴＢによるＰＣ活性化を強力に促進することが，ＡPTTあるいは出血時間延長を
伴わずにＤＩＣ改善作用を示す理由の一つと考えられた．
４．ＵＴＭの抗凝固作用における種差および作用機序
ＵＴＭはラットＤＩＣモデルにおいて改善作用を示したことから，その臨床応用が
期待される．臨床応用にあたっては，動物実験の結果からヒトでの臨床用量の推定
が必要であるが，薬剤の血中濃度推移における種差のみならず，抗凝固作用におけ
る種差を検討することは重要な事と考えられる．我々は，ＡPTT，トロンボエラスト
グラム（TEG）およびＴＢ産生テスト（TGT）を用いてＵＴＭの抗凝固作用における
種差について比較検討するとともに，それらアッセイ系のうち，いずれの測定系が
UTMのＤＩＣ改善作用の予測に有用か，についても考察した．さらに，ＵＴＭの抗凝
固作用における種差が，どのような作用機序に基づくか，についても検討を加えた．
APTT,ＴＥＧおよびＴＧＴのいずれのアッセイ系でもＵＴＭの抗凝固作用には種差が認
められ,UTMの作用は同種であるヒトにおいてもっとも強力であった.また,UTMの
TGTでの作用発現に要する血漿中濃度（ラットで３TMU/ml，ヒトで０．３TMU/ml）
は，ＡPTTおよびＴＥＧにおける作用発現濃度（ラットで２０TMU/ml，ヒトで５
－２９６－
TMU/ml）に比し低かった．なお,ＴＧＴにおいて,活性化ＰＣに対する中和抗体はＵＴＭ
のＴＢ産生抑制作用を減弱させたことから，ＵＴＭのＴＢ産生抑制作用はＰＣ活性
化を介して発現されることが示唆された．上述のとおり，ＵＴＭはへパリン類とは異
なり，著明なAPTＴ延長や出血時間を延長することなくラットＤＩＣを改善し，ま
た，その時の血漿中濃度はＺｎＷｔｍにおいて殆どAPTＴ延長作用を示さないよう
な低濃度（UTMの最小有効用量である３００TMU/kｇ投与終了直後の血漿中濃度は
4.781TMU/ml）であった．したがって，ＵＴＭのｉｍＷｏでの作用をAPTＴ延長作
用のみで論ずるのは必ずしも適切でないと考えられた.一方,ＴＢ産生測定系はＵＴＭ
の作用機序上の特徴であるＰＣ活性化を捉えることが可能な系であり，かつＡＰＴＴ
やＴＥＧに比し感度が高く，より低濃度においてＵＴＭの作用を検出可能なことから，
UTMのｉｎＷｖＤでの作用を予測するのにより有用と考えられた．なお，ＵＴＭの抗
凝固作用における種差の発現機序について検討したところ,UTMはラットあるいは
ヒト由来のＴＢに対してほぼ同等の阻害作用を示したが，ＰＣ活性化反応において
は，ヒト由来ＴＭであるＵＴＭは，同種由来のタンパク質であるヒトＰＣをラット
ＰＣに比しより強力に活性化した．したがって，ＵＴＭの抗凝固作用における種差は，
TB-UTM間の相互作用ではなくＴＢ/UTM複合体とＰＣ間の相互作用に起因して発現
されるものと推定された。
まとめ
ヒト尿中から可溶`性ＴＭ(UTM）を精製し，その生化学的'性質を検討した結果,ＵＴＭ
は,UTM-72KおよびUTM-79Kの２分子から構成され,いずれもintactな組織ＴＭ
の膜貫通ドメインおよび細胞質ドメインは有さないことが強く示唆された．また，
UTM-72Kおよび７９Ｋはほぼ同様のベプチド鎖構造を有すると考えられ，これら二
成分の分子量の違いには主として糖鎖構造の差が寄与しているものと思われた．
UTMは，ＴＭとしての充分な機能を有し，ｉｎＷＺＴｏおよびｉｍＷｏにおいて強力
な抗凝固作用を示したこと，また，抗ＵＴＭ抗体を血漿ヘ添加することにより，血
漿でのトロンボプラスチン惹起ＴＢ産生が増強されたことなどから，血中ＴＭが，
微小循環系においてその抗凝固作用を発揮することにより生理的な役割を果たし
ている可能性が示唆された．さらに，ＵＴＭはラットＤＩＣモデルにおいて，ヘパリ
ンや低分子へパリンで認められる著明なＡＰＴＴや出血時間の延長を伴うことなく
－２９７－
DIC改善作用を示したことから，出血の危険'性が少ないより安全で使いやすいＤＩＣ
治療薬としての臨床応用が期待された．なお，ヒト由来ＴＭであるＵＴＭの作用に
は種差が認められ,UTMはラットに比し同種であるヒト血液中においてより強力な
抗凝固作用を示したことから，ヒトではラットに比しより低用量で抗凝固作用が期
待できるものと思われた．さらに，種々の抗凝固作用検出系のうち，ＵＴＭの作用機
序上の特徴でもあるＰＣ活'性化を捉えることが可能なＴＢ産生測定系が，ＡPTTや
TEGに比し感度が高く，ＵＴＭのｉｎＷｖｏでの作用を予測するのにより有用と考え
られた．
学位論文審査結果の要旨
当該論文に関し，１１月２８日の口頭発表における質疑応答の結果を踏まえて，同曰の審査委員会に
おいて`慎重審議を行った結果，次のとおり判定した。
血管内皮細胞などの細胞膜に存在し，トロンビン（TB）と複合体を形成してＴＢの凝固促進作用を
直接阻害するとともに，ＴＢのプロテインＣ（PC）活性化能を促進して血液凝固反応を調節する糖タ
ンパク質トロンボモジュリン（ＴＭ）は，血管内皮細胞のみならず血中や尿中にも可溶性ＴＭとして存
在するが，その構造・機能は明らかではなく，その生理的役割も不明であった。本研究は，ヒト尿か
ら可溶`性TＭ（ＵＴＭ）を単離精製しその生化学的性質を明らかにするとともに，その抗凝固作用と生
理的役割，更に，播種I性血管凝固（DIC）改善作用ならびに種差・作用機構を検討したものである。
すなわち，ヒト尿より糖鎖構造の異なる２種の可溶性ＴＭ（ＵＴＭ－７２ＫおよびUTM-89K）を精製する
ことに成功するとともに，それらはPC活性化コファクター活性で示される比活`性が組織ＴＭに比して
強力であること，ヒト血漿において強力な抗凝固作用（活性化部分トロンボプラスチン時間（APTT）
の延長作用等）を示し，ラットＤＩＣモデルにおいて各種凝固パラメータの改善作用を示すこと，ＴＢに
よるＰＣ活性化を強力に促進し，ヘパリン等で認められる著明なAPTTや出血時間の延長を伴うことな
くDIC改善作用を示すこと，等を明らかにした。
以上の結果は,従来全くその性状が知られていなかったＵＴＭの構造と生理活性を初めて明らかにす
るとともに，出血の危険性が少ない安全で使いやすいDIC治療薬としての臨床応用の可能性を示唆す
るものであり，かつ，トロンボモジユリンの生理機能解明にも指針を与える業績である。よって，そ
の内容は博士（薬学）論文に値すると判定する。
－２９８－
